mC 112 Jornada de Iniciagao Cientifica - JINC
e 25 de Outubro de 2017 - Concérdia, SC

Iniciagdo Cientifica

COMPARACAO DA ANAL~ISE BACTERIOLOGICA COM A IMUNO-HISTOQUIMICA
PARA DETECCAO DE SALMONELLA EM TECIDOS DE AVES

Lana Flavia Baron', Germana Vizzotto Osowski®, Clarissa S. L. Vaz®, Daiane Voss-Rech®
Sabrina Castilho Duarte®, Ana Paula Almeida Bastos®
lGraduanda em Farmacia pela Universidade do Contestado, Campus Concordia, Estagiaria da Embrapa
Suinos e Aves, Bolsista CNPg/PIBIC, lanaflaviabaron@hotmail.com
2Graduanda em Biologia pela Universidade do Oeste de Santa Catarina, campus Joagaba,
bolsista CNPg/PIBIC na Embrapa Suinos e Aves
3Pesquisadora da Embrapa Suinos e Aves
“Analista da Embrapa Suinos e Aves

Palavras-chave: salmonelose, avicultura, infec¢éo persistente.

INTRODUCAO

Salmonelas aviarias podem ser divididas em dois principais tipos (tificas e paratificas), com base na
biologia da infecgdo. A maioria dos sorovares de S. enterica é capaz de infectar as aves, geralmente
colonizando o trato gastrointestinal inferior (5). Nem todos os sorovares vao desencadear o mesmo
processo de resposta na ave infectada. Existem diferencas quanto aos mecanismos dos sorovares que
sdo mais ou menos adaptados ao hospedeiro (1-3,5). Salmonella spp. infecta as células que revestem a
camada epitelial do intestino delgado e grosso, como as células M, enterdcitos, células caliciformes e
podem atravessar esta barreira através de diferentes mecanismos para invadir a propria lamina. Depois
de atingir a lamina prépria da mucosa intestinal, a Salmonella spp. invade e persiste no interior dos
macréfagos, assim podendo se disseminar para afetar muitos 6rgdos (4). Embora a persisténcia
bacteriana seja uma fase chave do ciclo de vida de um patégeno e represente uma oportunidade para o
controle da doenca, muito pouco se sabe sobre como o patdgeno sobrevive por longos periodos no
hospedeiro. Para estudar os mecanismos desconhecidos utilizados pela Salmonella spp. para persistir
nas aves e rastrear a sua rota no hospedeiro, € um grande desafio obter marcagdo de forma confiavel em
seccdes histologicas de diferentes 6rgaos e tecidos. O objetivo desse trabalho foi comparar a marcacgéo
de Salmonella spp. em tecidos com parafina de aves infectadascom S. Heidelberg e S. Typhimurium com
0 isolamento microbioloégico.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados trés grupos de aves de postura, SPF (SpecificPathogenFree). As aves foram alojadas
em isoladores de presséo positiva. Os grupos foram classificados em grupo controle ndo desafiado (CN),
grupo infectado com S. Heidelberg(SH), e o terceiro grupo infectado com S. Typhimurium(ST). Com 26
semanas de idade, os grupos SH e ST foram inoculados por via oral e sete dias pos-infeccdo (dpi) as
aves foram abatidas por desarticulacéo cervical, necropsiadas e colhidos figado, bago, duodeno e ceco
para andlises laboratoriais. Os tecidos para teste bacteriolégico foram submetidos a metodologia
convencional de pré-enriquecimento, enriquecimento e isolamento de Salmonella. Foram consideradas
positivas col6nias incolores com um ponto preto central no dgar XLT4 (Xilose Lisina Tergitol 4) e no agar
VB (Verde Brilhante) considerou-se coloracéo rosada e com halo avermelhado. Foi selecionada uma
colénia por placa que possuia as particularidades compativeis com o patégeno e foi semeada em TSA
(Agar triptico de soja) para a realizacdo das provas bioquimicas e ap6s, identificagéio antigénica pela
técnica de aglutinacéo rapida em lamina. Os tecidos utilizados para rea¢gdes de imuno-histoquimica foram
fixados em formalina a 4% e emblocados em parafina. Sec¢des foram montadas em laminas pré-tratadas
com silane. Apos exposicéo antigénica e bloqueio de peroxidase enddgena, foi realizada incubagéo com
anticorpo primario polivalente (Probac) a 37°C por 2 h, na diluicdo de 1:2000. A incubagdo com anticorpo
secundario foi feita com EnVision-Dual link (DAKO), seguindo as especificagbes do fabricante. A
revelacdo foi feita com a diaminobenzidina. As avalia¢cBes de cada ave foram realizadas com microscopia
Optica sob 0 aumento de 200X. Tais andlises consistiram na quantificagdo de células positivas em dez
campos distintos.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As andlises bacterioldgicas das aves do grupo CN foram negativas para Salmonella spp. no bago, figado,
duodeno e ceco, entretanto observamos algumas células positivas na imuno-histoquimica (Tabela 1) no
baco e no figado de todas as aves do grupo CN, indicando contaminagdo nessas aves. As aves dos
grupos infectados, tanto grupo SH e o grupo ST, apresentaram positividade nas andlises bacteriologicas e
imuno-histoquimicas em varios tecidos; sendo que o ceco foi o tecido que apresentou positividade em
ambas analises para todos as aves dos dois grupos infectados. Na comparagédo da imuno-histoquimica
com a bacteriologia (Tabela 1) das amostras, nota-se que o grupo SH apresentou diferencas em relagéo
aos 0Orgdos duodeno, de dois animais e baco, de um animal, onde na bacteriologia mostraram-se
negativos e na imuno-histoquimica positivos. Os 6rgaos figado e ceco apresentaram semelhanca nos
testes. Em relacdo ao grupo ST em alguns tecidos a analise bacteriolégica foi negativa e a imuno-
histoquimica foi positiva. As células que apresentam essa positividade, na grande maioria das vezes, sdo
macréfagos. Essas células sdo capazes de fagocitar a Salmonella e prevenir sua multiplicagcdo por meio
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de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio; bem como essa presencga no interior dos macréfagos pode
caracterizarum estado de portador assintomatico (Figura 1). Uma caracteristica da salmonelose aviaria é
a infecgédo persistente ou estado de portador. O transporte intestinal pode ocorrer por varios meses apos a
infeccdo com determinados sorovares, tais como S.Typhimurium e S.Enteritidis, enquanto sorovares
hospedeiro-especifico aviario, como S. Pullorum, podem persistir em nameros baixos no interior dos
macro6fagos no figado e baco por toda vida do animal. Esta persisténcia € em face de uma resposta imune
substancial exigindo a evasdo ou a modulacédo da resposta pela bactéria (6).

CONCLUSOES

Ambos os protocolos avaliados produziram resultados complementares; isto é, os resultados positivos
observados nas andlises bacteriol6gicas também foram obtidos nas andlises de imuno-histoquimica. No
entanto, alguns tecidos que foram negativos nas andlises bacterioldgicas apresentaram uma discreta
positividade nas analises de imuno-histoquimica. Sendo que as células que apresentavam essa
positividade eram macréfagos. Portanto, na comparacdo da andlise bacteriolégica com a imuno-
histoquimica, notou-se uma sensibilidade maior na imuno-histoquimica, indicando que esta andlise
representa uma abordagem adequada e refinada para essa avaliagdo. Assim, foi possivel detectar o
patégeno em pequena quantidade, mas relevante para o estudo.
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Figura 1. Imagens representativas da marcagdo para Salmonella spp.em baco, figado, ceco e duodeno de aves dos
grupos controle negativo (a, d, g, i), grupo Heidelberg (b, e, h, j) e grupo Thyphimurium (c, f, i, k) com 7d.p.i ( n =5 por
grupo). Aumento original, X200.
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Tabela 1. Comparagdo entre andlises bacteriolégica e imuno-histoquimica nos tecidos das aves controle e

contaminadas com salmonelas.
GRUPO SH - 5. HEIDELBERG

Duodena Ceco Bago Figado
Bac IMH Bac IMH Bac IMH Bac IMH Bac IMH Bac IMH Bac IMH Bac IMH Bac IMH Bac IMH Bac IMH  Bac IMH
1 NEG - NEG - NEG  + NEG  +  NEG  + POS ++ NEG  +  NEG  + NEG POS  ++ NEG  +++  POS -
2 NEG - NEG - NEG + NEG +  POS +++ POS  ++++  POS 4+ POS  + NEG + POS  ++ POS  + POS. +
3 NEG - NEG - NEG  + NEG  +  POS o+ POS  +++  POS  +++ POS 4 NEG +  POS 4+ POS 4+ POS e
a NEG - NEG - NEG + NEG + POS +  POS + POS + POS  + POS + POS  ++ POS  + NEG +
H NEG + NEG + NEG  + NEG  +  NEG  + POS  +++  POS +  POS - NEG POS o+ POS  + POS +

BAC: anélise bacteriolégica
IMH: imuno-histoquimica
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